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1.1  Atherosklerose 
  
 
1.1.1 Ätiologie der Atherosklerose 
 
Herzkreislauferkrankungen sind nach wie vor die führende Todesursache in 
Deutschland, Europa und den Industrienationen. Die zugrunde liegende Erkrankung 
ist die Atherosklerose. Es handelt sich dabei um pathologische Veränderungen der 
arteriellen Gefäßwand, die eine drastische Einschränkung der Gefäßfunktion nach 
sich ziehen. Diese pathologischen Veränderungen sind das Ergebnis eines 
multifaktoriellen Geschehens, welches die kardiovaskulären Risikofaktoren als 
äussere Einflüsse miteinbezieht. Hier sind als beeinflussbare Größen zu nennen: 
Bewegungsmangel, Adipositas, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, arterielle 
Hypertonie, erhöhter Cholesterinspiegel, erhöhte Triglyceride und andere bislang 
noch nicht identifizierte Faktoren (54). Es gibt aber auch nicht beeinflussbare Risiko-
faktoren wie zum Beispiel das Alter, das männliche Geschlecht und eine genetische 
Veranlagung (54). Die Atherosklerose tritt klinisch als koronare Herzkrankheit (KHK), 
Herzinsuffizienz, akutes Koronarsyndrom, periphere arterielle Verschlusskrankheit 
(pAVK) und als Schlaganfall in Erscheinung (39; 54). Beim Auftreten von mehreren 
kardiovaskulären Risikofaktoren multipliziert sich das Risiko einer Komplikation (63).  
 
 
1.1.2 Pathophysiologie der Atherosklerose 
 
Das Verständnis der Pathophysiologie der Atherosklerose hat sich in den letzten 
Jahren verändert. Während zunächst angenommen wurde, dass es sich bei der 
Atherosklerose im Wesentlichen um einen Ablagerungsprozess von Lipiden und 
Lipoproteinen in der Gefäßwand handelt, ist heute bekannt, dass es sich um einen 
komplexen Prozess handelt, charakterisiert durch eine unspezifische 
inflammatorische Reaktion der Gefäßwand (60). Bei dem frühen Stadium der 






Durch kardiovaskuläre Risikofaktoren kommt es zu einer Schädigung des Endothels 
mit Endothelzellapoptose. In der Folge kommt es zum einen zu einer Erhöhung der 
Endothelpermeabilität für Lipide und andere zirkulierende Substanzen, zum anderen 
zu einer Aktivierung der Endothelzellen, was zu einer Exprimierung von 
Rezeptormolekülen auf der Endothelzelloberfläche führt. Blutzellen wie Monozyten 
und T-Lymphozyten werden in Folge über Selektine und andere Adhäsionsmoleküle 
zunächst temporär, dann dauerhaft an die Endothelzelloberfläche gebunden (60). 
Prädilektionsstellen für die endotheliale Dysfunktion sind solche Stellen im arteriellen 
Gefäßsystem, an denen der optimale laminare Blutstrom gestört ist. Vermehrt 
auftretende mechanische Scherkräfte verringern die Synthese von endothelialem 
Stickstoffmonoxid  (NO) (88), was zu einer Abnahme der Fähigkeit zur Gefäß-
dilatation führt (32). Weiterhin besitzt Stickstoffmonoxid antiinflammatorische Eigen-
schaften (32), die bei einer Stickstoffmonoxid Abnahme ebenfalls rückläufig sind. 
Mechanische Scherkräfte haben ebenfalls über eine Aktivierung der Endothelzellen 














Abb. 1: Endotheliale Dysfunktion: Durch den Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren 
kommt es zu einer Endothelschädigung mit Endothelzellapoptose. In der Folge 
werden zytokingesteuert Monozyten und T-Lymphozyten adhärent. Bei einer 
gesteigerten Permeabilität können diese ebenso wie Lipide und andere zirkulierende 








1.1.3 Plaquebildung bei der Atherosklerose 
 
Bei bestehender endothelialer Dysfunktion entwickeln sich im weiteren Verlauf der 
Erkrankung durch subintimale Einwanderung von T-Lymphozyten und vor allem 
Monozyten frühe atherosklerotische Plaques, sogenannte Fettstreifen („Fatty 
streaks“) (16; 67). Nach einer Differenzierung in Makrophagen kommt es durch 
Lipidbeladung zur Ausbildung sogenannter Schaumzellen, den charakteristischen 
Zellen der atherosklerotischen Plaque (16; 60; 67). Die lipidbeladenen Makrophagen 
und auch die T-Lymphozyten setzen nun proinflammatorische Zytokine und 
Chemokine wie Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFα), Interleukine, Wachstums-
faktoren und andere Mediatoren frei (14). Dadurch werden glatte Muskelzellen in der 
Media aktiviert und wandern in die entstehende intimale Läsion aus, wo sie sich 
weiterhin teilen (60). Sowohl die Endothelzellen als auch die glatten Muskelzellen 
sind in der Lage, Botenstoffe zu bilden und auszuschütten. Damit halten sie 
zusammen mit den Makrophagen und den aktivierten T-Lymphozyten den 
inflammatorischen Prozess der Plaque-Entstehung in Gang (99). 
 Im weiteren Verlauf kann es durch Akkumulation der Schaumzellen, durch 
weitere Lipidaufnahme, sowie durch Apoptose zur Bildung eines Lipidkerns innerhalb 
der Läsion kommen (78). Glatte Muskelzellen und extrazelluläre Matrix bilden eine 
fibröse Kappe, die zirkulierendes Blut und atherosklerotische Plaque voneinander 
trennen (78). Zunächst sind solche atherosklerotischen Plaques als stabil zu 
bezeichnen.  
Makrophagen und Schaumzellen produzieren sogenannte Metalloproteinasen, die zu 
einem Abbau der extrazellulären Matrix führen (59). Ist der Abbau der extrazellulären 
Matrix stärker als deren Bildung, tritt die atherosklerotische Läsion in einen Zustand 
der Instabilität über und kann rupturieren (59). Ebenfalls von Bedeutung für eine 
Plaqueinstabilität sind die Gesamtgröße der Läsion und der zentralen Nekrose, sowie 
die mechanischen Scherkräfte. Die Ruptur der fibrösen Kappe führt zur Freilegung 
des thrombogenen Lipidkerns und von Kollagen (57; 59). Durch eine derartige 
Ruptur wird zum einen der lokale inflammatorische Prozess erneut induziert und zum 
anderen kommt es durch Aktivierung der Hämostase, vor allem durch den 






Bei einer Plaqueruptur kann es je nach Lokalisation klinisch zu einem akuten 
Koronarsyndrom, einem apoplektischen Insult, einem akuten arteriellen Verschluss 















Abb. 2: Atherosklerotische Plaque: In Folge der endothelialen Dysfunktion 
differenzieren sich subintimal eingewanderte Monozyten und T-Lymphozyten weiter 
zu Makrophagen. Diese nehmen eingewanderte Lipide auf und werden dadurch zu 
Schaumzellen, dem Hauptbestandteil einer atherosklerotischen Plaque. Durch eine 
Endothelzellschädigung kann es zu einer Ruptur der atherosklerotischen Plaque mit 
nachfolgender Atherothrombose mit Gefäßverschluss kommen.  

















1.1.4 Therapie der Atherosklerose 
 
Die Therapie der Atherosklerose stützt sich im Wesentlichen auf die Vermeidung 
bzw. die Reduktion von kardiovaskulären Risikofaktoren im Sinne einer Primär- bzw. 
Sekundärprävention. So muss bei jedem Patienten ein individuelles Therapiekonzept 
aufgestellt werden. Dabei ist bei vielen Punkten, so zum Beispiel beim Einstellen des 
Nikotinkonsums, beim Umstellen einer Fehl- oder Überernährung, bei der 
Intensivierung der sportlichen Aktivität, bei der Reduktion von psychischem Stress 
oder bei der Reduktion des Übergewichts die Compliance des Patienten 
ausschlaggebend für den Therapieerfolg. Bei einigen Kausalitäten gibt es zusätzlich 
die Möglichkeit, eine medikamentöse Therapie einzuleiten, so zum Beispiel bei der 
arteriellen Hypertonie, beim Diabetes mellitus, bei der Hyperlipidämie oder bei 
Depressionen.  
Ein weiterer medikamentöser Therapieansatz besteht in der präventiven Gabe von 
Thrombozytenaggregationshemmern wie zum Beispiel  Acetylsalicylsäure oder 
Clopidogrel zur Vermeidung von kardiovaskulären Ereignissen. 
Neben diesen präventiven Maßnahmen gibt es die Möglichkeit von 
interventionellen Verfahren. Durch die PTCA (perkutane transluminale 
Koronarangioplastie) ist es möglich, atherosklerotisch verengte Herzkranzgefäße 
mittels Ballondilatation und Stenteinlage  zu therapieren. Eine weitere operative 
Option besteht in der Bypass-Anlage unter Verwendung von körpereigenen 
Gefässen (Arteria radialis , Arteria thoracica interna, Vena saphena magna). 
 
Eine kausale Therapie der Atherosklerose gibt es bislang nicht. Ein möglicher neuer 


















1.2 Endotheliale Progenitorzellen 
  
 
1.2.1 Endotheliale Progenitorzellen und Atherosklerose 
 
Die Schädigung des Endothels durch kardiovaskuläre Risikofaktoren führt bei 
fehlender effektiver Regeneration der Endothelzelle über den Zustand der 
endothelialen Dysfunktion zur Entstehung einer atherosklerotischen Läsion (vgl. 1.1). 
Aus dem Knochenmark stammende endotheliale Progenitorzellen sind an 
Reparaturvorgängen des kardiovaskulären Systems beteiligt (6; 7; 40; 70). Es konnte 
nach experimentell induzierter Ischämie gezeigt werden, dass endotheliale 
Progenitorzellen aktiv an der Neoangiogenese bei der peripheren arteriellen 
Verschlusskrankheit (pAVK) und der koronaren Herzkrankheit (KHK) beteiligt sind (7; 
24; 40; 50; 52; 55; 82). Der Einsatz von endothelialen Progenitorzellen führt zur 
Beschleunigung der Reendothelialisierung, sowohl nach lokaler endothelialer Zell-
läsion im Tiermodell, als auch in der klinischen Behandlung von endothelialer Dys-
funktion und Atherosklerose (92; 94; 96). Die Anzahl der frei im peripheren Blut 
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen scheint von bestehenden kardio-
vaskulären Risikofaktoren abhängig zu sein. Dabei korreliert eine Abnahme der im 
peripheren Blut zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen mit einer gleichzeitigen 
Zunahme des kardiovaskulären Risikoprofils (46; 75; 90). Bei Patienten mit einer 
manifesten koronaren Herzkrankheit ist die Anzahl der frei zirkulierenden endo-
thelialen Progenitorzellen als prognostischer Parameter bezüglich der kardio-
vaskulären Mortalität und Morbidität zu nutzen (93). Folglich können Patienten mit 
einer manifesten koronaren Herzkrankheit von der Zunahme eines zirkulierenden 
Zellpools von endothelialen Progenitorzellen durch die Erneuerung der verletzten 
Endothelschicht zur Prävention von endothelialer Dysfunktion und Atherosklerose 
profitieren.  
Nach den neuesten Erkenntnissen lassen sich endotheliale Progenitorzellen in zwei 
morphologisch und funktionell unterschiedliche Populationen trennen, nämlich in 
early outgrowth EPCs, sogenannte colony forming units (CFU), und in late outgrowth 
EPCs, sogenannte endothelial colony forming cells (ECFC). Die early outgrowth 
EPCs weisen dabei im Vergleich zu den late outgrowth EPCs eine verminderte 






Zytokinen. Die late outgrowth EPCs werden mit einer deutlich erhöhten 
Proliferationskapazität als zirkulierende Angioblasten verstanden (48; 98).  
 
 
























Abb. 3: Erste Stufe der Cholesterinbiosynthese: Nach der Bildung von                       
ß-Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA) wird dies durch die HMG-CoA-Reduktase  
zu Mevalonsäure (Mevalonat) reduziert. Die HMG-CoA-Reduktase ist das 










Statine senken die Häufigkeit von kardiovaskulären Ereignissen, ein Effekt, der auf 
ihre lipidsenkende Eigenschaft zurückgeführt wird (1; 2; 81). Bei Statinen handelt es 
sich um Derivate der Hydroxyheptansäure. Sie hemmen die Hydroxymethylglutary-
CoenzymA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) in der Leber, ein Enzym der 
Cholesterinbiosynthese (vgl. Abb. 3). Statine sind Mittel der Wahl bei Patienten mit 
Hypercholesterinämie, koronarer Herzerkrankung und/oder Atherosklerose. Es 
konnte gezeigt werden, dass bei diesen Patienten über die Senkung des Low 
Density Lipoproteins (LDL-Cholesterin) eine Reduktion der koronaren Ereignisse und 
der Gesamtmortalität erreicht werden kann (9; 64). Weiterhin wird der Plasmaspiegel 
des Very Low Density Lipoproteins (VLDL) und der Triglyceride durch Statine 
gesenkt. Gleichzeitig steigt der Plasmaspiegel des High Density Lipoproteins (HDL), 
welches sich positiv auf die Atherogenese auswirkt (42; 69).  
Heute weiß man, dass auch sogenannte pleiotrope Effekte, unabhängig von der 
Lipidsenkung, für den klinischen Benefit der Statine verantwortlich sind.  
Statine beeinflussen eine große Anzahl an Systemen, darin eingeschlossen 
sind vasodilatative (34; 35; 51), antithrombotische (3; 43; 44), antioxidative (25; 28; 
73; 74), antiproliferative (12; 36; 37; 41), antiinflammatorische (84; 97) und plaque-
stabilisierende (5; 12; 83) Effekte. Diese werden für die bemerkenswerten kardio-
vaskulären Vorteile verantwortlich gemacht, die in Zusammenhang mit Statin-
therapien in großen klinischen Studien auftreten (11; 25-31; 38). 
So konnten zum Beispiel Laufs et al. zeigen, dass Statin induziert eine Stabilisierung 
der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) mRNA zu einer erhöhten 
Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) und damit zu einer Verbesserung der 
Dilatationsfähigkeit des Endothels und Verringerung der Wahrscheinlichkeit eines 
kardiovaskulären Ereignisses oder eines apoplektischen Insultes führt (34; 35; 51). 
Sowohl vaskuläre Wachstumsfaktoren, als auch Statine führen zu einer 
Erhöhung der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen, im Mausmodell wie beim 
Menschen (62; 89). Was die Freisetzung von endothelialen Progenitorzellen betrifft, 
scheint die Aktivierung von PI3-kinase und von Akt-abhängigen Stoffwechselwegen 












Statine vermitteln ihre vaskuloprotektive Wirkung über eine Vielzahl von pleiotropen 
Effekten und schützen so vor einer Progression der Atherosklerose. Wir stellten die 
Hypothese auf, dass ein Teil der Statin-vermittelten Vaskuloprotektion über 
endotheliale Progenitorzellen vermittelt wird. 
 
 
1.4 Ziele der Arbeit 
 
In der folgenden Arbeit wurde untersucht, in welcher Weise Statine (hier: 
Rosuvastatin) die Anzahl der endothelialen Progenitorzellen im Knochenmark, in der 
Milz und im peripheren Blut von Mäusen beeinflusst. Weiterhin wurde die Rolle der 
Milz im Prozess der Proliferation, der Differenzierung und des Einwanderungs-
potentials („Homing“) der endothelialen Progenitorzellen untersucht. 
In einem Retransfusionsmodell wurde untersucht, inwieweit intravenös verabreichte 
endotheliale Progenitorzellen in der Lage sind, sich in einer definierten endothelialen 
Läsion anzusiedeln.  
 
 
1.5 Publikation der Arbeit 
 
Wesentliche Anteile dieser Arbeit wurden 2003 in Circulation Research publiziert 
(Werner N, Junk S, Laufs U, Link A, Walenta K, Boehm M, Nickenig G. Intravenous 
transfusion of endothelial progenitor cells reduces neointima formation after vascular 
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(Astra Zeneca, Pharmaceuticals LP, Wilmington USA) 
• Salzsäure 1% (HCl 1%) (Merck KG, Darmstadt, Germany) 
• Stickstoff, flüssig (Messer Griesheim, Siegen, Germany) 
• Tissue Freezing Medium (Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Germany) 
• Türks-Lösung (Merck KG, Darmstadt, Germany) 
• Vectashield Mounting medium for fluorescence with DAPI  
(4',6-Diamidino-2-phenylindol) (Vector/Linaris, Wertheim, Germany) 
• Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%, Bayer AG, Leverkusen, Germany) 
















• Blutentnahmeröhrchen (S-Monovette EDTA, 1,6mg EDTA/ml Blut)   
 (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) 
• Deckgläser  
 -  Cell culture cover slip (steril, rund, 13mm Ø)                                 
    (Thermanox, NUNC Brand Products, Rochester NY, USA) 
 -  24x60mm (Marienfeld, Germany) 
• Eppendorfgefässe 0,5ml / 1,5ml / 2ml (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
• Falcons (PP-Test Tubes), 15ml, steril  
 (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) 
• Falcons (PP-Test Tubes), 50ml, steril  
 (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) 
• Kanülen -  26 G x ½“  0,45 x 13mm BD Microlance  
   -  18 G x ½“  1,2 x 40mm  BD Microlance 
     (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany)  
• Objektträger (75 x 25 x 1mm) 
 (Histo Bond, Marienfeld, Germany) 
• Röhrentubes (FACS), 11,5ml (100 x 15,7cm Ø)  
 (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) 
• Seidenfaden (6/0), schwarz, geflochten (Suprama, Berlin, Germany) 
• 1ml-Spritzen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) 
• 20ml-Spritzen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) 
• Wattestäbchen, kleiner Kopf (Karl Beese GmbH & Co, Barrbüttel, Germany) 
• Zellfilter (70µm Nylon-Mesh) (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
• Zellkultur-Testplatte (24-well plate, gamma sterilisiert)  















CD117 (c-kit) (PE)   PE-anti-mouse IgG1 
     Hersteller-Konzentration: 0,1mg/ml 
(Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
 
CD34 (FITC )   FITC-anti-mouse IgG1 
     Hersteller-Konzentration: 0,5mg/ml 
     (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
 
Isotypenkontrollen   FITC - Rat IgG G2a,к isotype control 
     PE - Rat IgG G2a,к isotype control 
     (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
 
Sca-1 (FITC)    FITC-anti-mouse Ly-6A/E 
     Hersteller-Konzentration: 0,5mg/ml 
     (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
    
VEGF-R2 (PE)   PE-anti-mouse FIK-1 
     Hersteller-Konzentration: 0,2mg/ml           





















Alkohol-Verdünnungsreihe 96%: 480ml Isopropanol und 20ml Ampuwa 
     80%: 400ml Isopropanol und 100ml Ampuwa 
 
      
EDTA-Lösung   PBS, 0,1% NaN3, 1,0% FKS, 20mmol EDTA 
     100ml PBS-Stammlösung 
     1g NaN3 
     10ml FKS  
     20ml 1mM EDTA 
     Auf 1000ml mit Ampuwa auffüllen 
     Sterile Filtration 
 
FACS-Puffer    500ml PBS (einfache Lösung) 
     25ml FKS (über Leucozytenfilter gefiltert) 
     2,5g BSA 0,07% 
     3,5ml NaN3 0,1%  
 
Hämatoxylin nach Ehrlich  1g Hämatoxylin in 50ml 96% Isopropanol auflösen 
1,5g Kaliumaluminiumsulfat (Kalialaun) in 50ml 
Ampuwa unter Aufkochen lösen  
50ml Glycerin in warme Kalialaunlösung zugeben 
Zugabe der Hämatoxylinlösung zur Kalialaunlösung 
5ml Eisessig  zugeben 
Lösung für 14 Tage reifen lassen 
   
Heparin-Lösung   0,5 IE Heparin / 0,1ml NaCl 0,9% 
     10µl Heparin-Natrium / 10ml NaCl 0,9%  
     (25.000 IE Heparin / 5ml NaCl 0,9%)) 
      








Narkoselösung   Ketaminhydrochlorid (Ketavet, Pharmacia) 
     150mg/kg Körpergewicht 
     Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%, Bayer) 
     0,1mg/kg Körpergewicht 
      
4% Paraformaldehyd  24g Paraformaldehyd in  
     300ml Ampuva 
     Erhitzen auf 60°C 
     300µl NaOH 1M 
     Auf Raumtemperatur abkühlen lassen 
     300ml 2-fach PBS (10-fach PBS 1:5 verdünnt) 
 
PBS-Stammlösung (10-fach) Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
     80g NaCl 
     2g KCl 
     2g KH2PO4      
     6,149g Na2HPO4 
     800ml Ampuva 
     pH-Abgleich auf 7,2  
     Auf 1000ml mit Ampuva auffüllen 
 
PBS (einfache Lösung)  100ml    PBS-Stammlösung 
     900ml    Ampuva 
 
Rosuvastatin–Stammlösung 0,4mg Rosuvastatin-Trockensubstanz / 1ml NaCl 
















EBM   Endothelial Cell Basal Medium 
  (Clonetics, Cambrex Bio Science, Walkersville, Inc., USA) 
 
EBM-Additiva:  
-  hEGF (human Epidermal Growth Factor)  0,5ml  (Clonetics)   
-  Hydrocortisone       0,5ml  (Clonetics) 
-  GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin B)  0,5ml  (Clonetics) 
-  BBE (Bovine Brain Extract)    2,0ml  (Clonetics) 





C57 black/6N-Mäuse (Wildtyp), männlich, 6 Wochen alt 





• Hemostat (Klemmen), gerade 12,5cm  
 (Fine Science Tools, North Vancouver, Canada) 
• Draht zum Sondieren des Gefässes (Ø 0,13mm; an der Spitze 30° gebogen) 
• Vannas, gerade 7,5cm (Fine Science Tools, North Vancouver, Canada) 
• Nadel 0b 552-5E (Suprama, Berlin, Germany) 
• Nadelhalter, 12,5cm (Fine Science Tools, North Vancouver, Canada) 
• Pinzette, straight tip, 0,05x0,01mm Inox, 11cm  
 (Fine Science Tools, North Vancouver, Canada) 










2.8 Technische Geräte, Software 
 
• Aufsichtmikroskop Nikon SM7800 (Nikon GmbH, Düsseldorf, Germany) 
• Brutschrank HeraCell (Heraeus, Holding GmbH, Hanau, Germany) 
• Cellquest Software (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
• FACS Calibur (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) 
• Fluoreszenzmikroskop Nikon E600 (Nikon GmbH, Düsseldorf, Germany) 
• LUCIA G Software, Version 4.81 (Laboratory Imaging Ltd., Praha, Czech 
Republic) 
• Neubauer Zählkammer (Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 
• Kryostat, Leica CM 1900 (Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Germany) 
• Vortex Genie 2 (Scientific Industries, NY, USA) 



























3. Methoden    
 
 





Tiergruppen mit je 5 Mäusen wurden zeit- oder dosisabhängig mit Rosuvastatin 
behandelt. Die entsprechenden Dosierungen wurden aus dem durchschnittlichen 
Gewicht einer 6 Wochen alten Maus von etwa 20g errechnet. Die Behandlung 





Die Tiere wurden täglich mit den folgenden Dosen behandelt. Die Behandlungsdauer 
betrug 10 Tage. Am 11. Tag erfolgte die Tötung der Tiere zur Auswertung.  
 
Gruppe A   1mg/kg Körpergewicht    
Gruppe B   5mg/kg Körpergewicht    
Gruppe C 10mg/kg Körpergewicht    





Die Tiere wurden täglich mit 10mg/kg Körpergewicht für den entsprechenden 
Zeitraum behandelt. Einen Tag nach Beendigung der Behandlung wurden die Tiere 
zur Auswertung getötet. 
 
Gruppe E   1 Tag 
Gruppe F 10 Tage 








Es wurde die gleiche Zahl an Tieren mit äquivalentem Volumen Placebo (NaCl 0,9%) 
behandelt und entsprechend als Kontrollgruppe ausgewertet. 
 
 
3.1.1.4 Messung der Rosuvastatin-Plasma-Konzentration 
 
8 Gruppen mit je 5 Tieren wurden für 10 Tage mit 10mg/kg Körpergewicht  
Rosuvastatin bzw. Placebo behandelt. Zur Messung der Konzentrationen von 
Rosuvastatin und Mevalonat im Plasma wurde eine Blutentnahme direkt, 15 Minuten, 
30 Minuten, 1, 2, 3, 5, 8 und 24 Stunden nach der letzten Applikation von 
Rosuvastatin durchgeführt.  
 
10 Minuten vor der Blutentnahme wurden die Tiere mit 0,4ml Heparin (0,5IE/0,1ml  
NaCl 0,9%) über intraperitoneale Injektion vorbehandelt. Zur Blutentnahme wurde die 
nach medianer Laparatomie freipräparierte Vena cava inferior punktiert. Zur 
Gewinnung des Plasmas wurde das Vollblut mit 2000 U/min für 5 Minuten 
zentrifugiert. Das Plasma wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C  
asserviert.  
 
Die Messung der Rosuvastatin- und Mevalonat- Konzentrationen im Plasma wurde 



















Die Operation erfolgte mit Hilfe eines OP-Mikroskopes vom Typ Nikon SM7800 
(Nikon GmbH, Düsseldorf, Germany). Alle Tierexperimente erfolgten nach 
Genehmigung und in Übereinstimmung mit den institutionellen Richtlinien. 
Nach intraperitonealer Anästhesie mit  0,4ml der Narkoselösung 
(Ketavet/Rompun) erfolgte die Darstellung der Bifurkation der Arteria carotis links 
über einen ventromedialen Zugang (vgl. Abb. 7). Nach Ligatur der distalen Arteria 
carotis externa und temporärer Ligatur der Arteria carotis interna und der proximalen 
Arteria carotis communis wurde eine transverse Arteriotomie im Bereich der 
proximalen Arteria carotis externa durchgeführt (vgl. Abb. 8-10). Durch retrogrades 
Einführen eines flexiblen, an der Spitze um 30° gebogenen Drahtes (Ø 0,13mm, vgl. 
Abb. 5, Abb. 6) in die Arteria carotis communis erfolgte die Endothelzelldenudation 
(vgl. Abb. 11). Nach Entfernen des Drahtes wurde die temporäre Unterbrechung des 
Blutflusses in der Arteria carotis interna und Arteria carotis communis aufgehoben 
(vgl. Abb. 12 und 13). Anschließend wurden die anatomischen Verhältnisse schicht-
weise von innen nach außen rekonstruiert. 
Während der Operation wurde die Körpertemperatur mittels einer Heizplatte konstant 
gehalten. Es erfolgte ein kontinuierliches Monitoring der Vitalparameter. Postoperativ 
erfolgte eine Volumengabe (500µl 0,9% NaCl) sowie eine Schmerztherapie mit 
Rimadyl (4mg/kg Körpergwicht) über intraperitoneale Injektion. Nach Erwachen aus 
der Narkose erfolgte ein funktioneller Test zum Ausschluss eines ischämischen 














































































Nach intraperitonealer Anästhesie mit 0,4ml der Ketavet/Rompun-Lösung 
(Ketaminhydrochlorid 150mg/kg Körpergewicht, Xylazinhydrochlorid 0,1mg/kg 
Körpergewicht) wurde die Milz über eine linksseitige laterale Laparatomie dargestellt. 
Nach Ligatur der Gefäße am Hilus wurde die Milz entnommen und das Abdomen 





Den Tieren wurde eine letale Dosis der Narkoselösung (0,8ml der Ketavet/Rompun-
Lösung) intraperitoneal verabreicht. In tiefer Narkose erfolgte die zervikale 
Dislokation. Nach einer medialen Laparatomie wurde die Vena cava inferior 
freipräpariert und punktiert. Die verwendete s.c.-Kanüle wurde zuvor mit dem 
Heparin eines Blutentnahmeröhrchens durchgespült, um eine Koagulation  zu 




3.1.3.3 Gewinnung der Knochenmarksuspension 
 
An Femur und Tibia wurde ein proximaler und distaler Zugang zum Markraum 
freipräpariert. Die Knochen wurden mit insgesamt 5ml FACS-Puffer je Tier 
durchspült. Die Zellsuspension wurde über einen Zellfilter (70µm Nylon-Mesh) filtriert 











3.1.3.4 Gewinnung der Gefäßpräparate 
 
 
Im Endothelzelldenudationsmodell erfolgten die Perfusion und Organentnahme am 
11. postoperativen Tag. 30 Minuten vor der Organentnahme bekamen die Tiere 
0,1ml Lectin intravenös (Schwanzvene) verabreicht. In intraperitonealer Anästhesie 
(0,4ml der Ketavet/Rompun-Narkoselösung) wurde nach medianer Sternotomie das 
rechte Atrium am Herzen eröffnet und 20ml 4% Paraformaldehyd in den linken 
Ventrikel injiziert, was zum Tod des Tieres führte. Nach adäquater Perfusion des 
Gewebes wurden unter einem OP-Mikroskop vom Typ Nikon SM7800 die Arteriae 
carotides freipräpariert, entnommen und nach Einbettung in Tissue Freezing Medium 
zur Konservierung in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Anfertigung der 



























3.2 in vitro - Methoden 
 
 
3.2.1 Isolation mononukleärer Zellen aus der Milz 
 
Die Milz wurde in zuvor beschriebener Weise entfernt und zur Verwahrung auf Eis in 
steriles PBS  (einfache Lösung) gegeben. Die Isolation der mononukleären Zellen 
erfolgte mittels Ficoll-Trennung.  
Ficoll ist ein ungeladenes Sucrose-Polymer, das aufgrund seiner Dichte für 
Erythrozytenaggregate und tote Zellen durchgängig ist. Granulozyten dringen in die 
Ficoll-Phase ein, während sich Monozyten, Thrombozyten und Lymphozyten in der 
Interphase ansammeln. So werden durch isopyknische Zentrifugation periphere 
mononukleäre Zellen (B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen, Thrombozyten) von 
Erythrozyten Granulozyten und toten Zellen getrennt.  
Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen 
Bedingungen. 
 
• Eröffnen der Milzkapsel und Herstellung einer homogenen Zellsuspension in 
15ml EDTA-Lösung 
• Filtration der Zellsuspension über Zellfilter (70µm Nylon-Mesh) in einen neuen 
50ml-Falcon  
• Auffüllen mit sterilem PBS (einfache Lösung) auf 40ml 
• Vorlage von 15ml Ficoll in einem weiteren  sterilen 50ml-Falcon  
• Vorsichtiges Überschichten des Ficolls mit der Zellsuspension  
• Zentrifugation bei 2400 U/min ohne Bremse bei Raumtemperatur für 20 
Minuten  
• Abpipettieren der Interphase (Population der mononukleären Zellen) und 
Überführung in je einen neuen 50ml-Falcon (vgl. Abb. 14) 
• 2 Waschschritte mit je 50ml sterilem PBS (einfache Lösung) und je 10 Minuten 
Zentrifugation  bei 2400 U/min mit Bremse und bei Raumtemperatur  
• Verwerfen  des Überstands und Resuspension des Zellpellets in 10ml EBM-
Medium 
• Zählen der Zellen in einer Neubauer-Zählkammer  






Die Auszählung eines Quadranten erfolgte unter Verwendung der folgenden 
Formel: 
  
 Gesamtzahl / 10ml   =   gezählte Zellen x 104 x 2 x 10  
  















Abb. 14: Ficoll-Trennung: Über einen Ficollgradienten wird durch Zentrifugation von 
Vollblut die Zellpopulation der mononukleären Zellen (MNC) gewonnen. Nach 
Zentrifugation mit 2400 U/min kann die Interphase mit den mononukleären Zellen 

















3.2.2 Endotheliale Progenitorzell-Kultur 
 
Es wurden 4 x 106 der aus der Milz gewonnenen mononukleären Zellen pro well 
ausgesät. Diese wurden zuvor mit Fibronectin beschichteten Deckgläschen bestückt. 
Nach 2 Tagen Inkubation wurde ein Medienwechsel (EBM-Medium) durchgeführt. 
Nach 4 Tagen Inkubation der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 erfolgte 
eine Anfärbung der Zellen mit acDi-LDL und Lectin. 
 
 
3.2.3 Zellfärbung mit acDi-LDL und Lectin 
 
Lectin ist ein spezifischer Oberflächenmarker für Endothelzellen. 1,1´-Dioctadecyl-
3,3,3´,3´-Tertamethylindocarbocyanine gelabeltes acetyliertes LDL (acDi-LDL, 
CellSystems) wird von Endothelzellen und ihren Vorläufern aktiv aufgenommen. Eine 
Doppelmarkierung mit PE gelabeltem acDi-LDL und FITC gelabeltem Lectin weist 
das Vorhandensein von early outgrowth EPCs nach.  
Bis zur Fixation erfolgten die im Folgenden aufgezeigten  Färbeschritte unter sterilen 
Bedingungen. 
 
• Absaugen des Überstands und Waschen der Zellen mit sterilem PBS 
(einfache Lösung) 
• Zugabe des acDi-LDL Farbstoffs (je well 500µl EBM-Medium und 10µl  
 acDi-LDL) 
• Inkubation für 1 Stunde im Brutschrank (37°C und 5% CO2) 
• Absaugen des Überstands und Waschen der Zellen mit sterilem PBS 
(einfache Lösung) 
• Fixieren mit Paraformaldehyd 2% (200µl PFA 2% / Well für 10 Minuten) 
• Absaugen des Paraformaldehyds 2%  
• Zugabe von 200µl Lectin (FITC-gelabelt)-Lösung pro well  
 (10µl Lectin / 1ml PBS (einfache Lösung)) 
• Inkubation für 1 Stunde bei Raumtemperatur in Dunkelheit  
• 3 Waschschritte mit PBS (einfache Lösung)  







3.2.4 Auswertung der gefärbten Zellen 
 
Die gefärbten Zellen wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Nikon E600) 
begutachtet. Doppelt positive Zellen für acDi-LDL und Lectin wurden als endotheliale 
Progenitorzellen (early outgrowth EPCs) definiert. Die quantitative Bestimmung 




3.2.5 Fluoreszenzmarkierung mit PKH26 
 
Die Markierung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen und umfasste folgende 
Schritte: 
• Zentrifugation mit 1000 U/min für 5 Minuten 
• Resuspension in 1ml EBM-Medium 
• Zellzählung in der Neubauer-Zählkammer 
• Resuspension von 1x107 Zellen in 1ml Diluent C  
• Vorlage von 1ml Diluent C und 4µl Stocking solution in 15ml-Falcon  
• Zugabe der  Zellsuspension  
• Inkubation für 4 Minuten im Brutschrank (37°C und 5% CO2) 
• Mehrfache Resuspension  
• Zugabe von 2ml FKS und 4ml EBM-Medium (Reaktionsstop) 
• Zweifacher Waschschritt in sterilem PBS (einfache Lösung)  
• Resuspension in NaCl 0,9% zur intravenösen Injektion in die Schwanzvene  
 
 
3.2.6 Gefäßschnitte und immunhistochemische Auswertung 
 
Aus den eingebetteten Gefäßen (vgl. 3.1.3.4 „Gewinnung der Gefäßpräparate“) 
wurden an einem Kryostat vom Typ Leica CM 1900 bei -24°C 8µm dicke Schnitte 
angefertigt. Ein Teil der Objektträger wurde mit DAPI-haltigem Mounting Medium 
eingedeckt, der andere Teil mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt (HE-Färbung).  
Zur Quantifizierung der Gefäßläsion erfolgte die morphometrische Bestimmung der 






begutachtet und mit Hilfe der LUCIA G Software (Version 4.81,Laboratory Imaging 
Ltd.) die Mediafläche und die Fläche des Gefäßinnenlumens bestimmt. Die 
Neointima ist definiert als die Differenz aus der durch die Media eingeschlossenen 
Fläche und dem Gefäßinnenlumen.  
Bei den mit DAPI eingedeckten Schnitten wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop 
nach doppelt angefärbten (PKH26 und Lectin) Zellen im Bereich der Gefäßläsionen 
gesucht. In gleicher Weise wurde die Milz immunhistochemisch untersucht. 
Weitere immunhistochemische Färbungen wurden mit den CD34 und CD117 (c-kit) 
durchgeführt. Dabei wurden Antikörper, die mit einem Fluorochrom (PE oder FITC) 
gekoppelt sind, verwendet.  
 
• Fixierung der Präparate mit 4% Paraformaldehyd für 5 Minuten 
• Waschen mit PBS (einfache Lösung) 
• Blockierung der unspezifischen Antikörperbindungen mit PBS (einfache 
Lösung) mit 0,5% Anteil an bovinem Serumalbumin (BSA) für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur 
• Waschen mit PBS (einfache Lösung) 
• Inkubation mit dem entsprechenden Antikörper für 3 Stunden in feuchter 
Kammer  
• 2-3 mal Waschen mit PBS (einfache Lösung) 
• Abspülen mit Leitungswasser 
• Eindecken mit DAPI-haltigem Fluorescent Mounting Medium 
 


















Die Färbung erfolgte mit 2% Evans-Blue in PBS (einfache Lösung) in Färbeküvetten  
 
• Zweimalige Fixation der Schnitte in absteigend konzentrierter Alkoholreihe 
(Isopropanol 100%, Propanol 96% und Propanol 80%) für die Dauer von je 2 
Minuten 
• Spülen in einer Küvette mit Ampuwa 
• Inkubation in 2% Evans-Blue für 2 Minuten 
• Zweimalige Fixation der Schnitte in aufsteigend konzentrierter Alkoholreihe 
(Propanol 96%; Isopropanol 100%) für die Dauer von je 2 Minuten 
• Eindecken der Schnitte mit Mounting Medium 
 
 
3.2.8 Hämatoxylin-Eosin (HE) -Färbung 
 
Die Färbung erfolgte mit Hämatoxylin (nach Ehrlich) und Eosin in Färbeküvetten. 
 
• Zweimalige Fixation der Schnitte in absteigend konzentrierter Alkoholreihe 
(Isopropanol 100%, Propanol 96% und Propanol 80%) für die Dauer von je 2 
Minuten 
• Spülen in einer Küvette mit Ampuwa 
• Inkubation in Hämatoxylin nach Ehrlich für 2 Minuten  
• „Bläuen“ der Schnitte durch einen kontinuierlichen, moderaten Fluss 
Leitungswasser in die Küvette für 15 Minuten 
• Spülen in einer Küvette mit Ampuwa 
• Kurzes Eintauchen in 0,2% Eosin (ca. 10 Sekunden) 
• Spülen in einer Küvette mit Ampuwa 
• Zweimalige Fixation der Schnitte in aufsteigend konzentrierter Alkoholreihe 
(Propanol 96%; Isopropanol 100%) für die Dauer von je 2 Minuten 
• Dreimalige Fixation der Schnitte mit Xylol für die Dauer von je 3 Minuten 







3.3 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
 
Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) ermöglicht das Zählen von 
Zellen in einer Zellsuspension unter der Berücksichtigung von physikalischen und 
molekularen Eigenschaften der Zellen. Die zu quantifizierenden Zellen werden vor 
der Analyse mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern in einer Antigen-
Antikörperreaktion gekoppelt. Während der Analyse hebt ein Laser die Elektronen 
des Fluoreszenzfarbstoffes auf ein höheres Energieniveau. Bei Abfallen auf das 
ursprüngliche Energieniveau werden Photonen emittiert, welche dann über einen 
Photodetektor sichtbar gemacht werden. Auf diese Weise können die markierten 
Zellen quantifiziert werden (vgl. Abb. 15). Außerdem können durch Beurteilung der 
Lichtbeugung und Lichtstreuung Informationen über die morphologische 
Beschaffenheit der Zelle (Zellgröße, Binnenstruktur) gewonnen werden. Das 
Laserlicht wird in seinem Focus abhängig von Größe und Gestalt der Indexpartikel in 
verschiedene Richtungen gelenkt. Diese Eigenschaften werden im Forward Scatter 
(FSC) und im Side Scatter (SSC) gemessen, wobei der Forward Scatter die 
Partikelgröße  repräsentiert. Der Side Scatter berücksichtigt ebenfalls die Partikel-
größe, repräsentiert aber im Wesentlichen die Oberflächenbeschaffenheit und 
Binnenstrukturen der Indexpartikel. Die Verwendung von mehreren Farbstoffen mit 




















             Abb. 15: Darstellung der  
             Lymphozyten-Zellpopulation 
in der              (im Gate) aus peripherem  
     Vollblut der Maus in der  

















Um die Analyse spezifisch einzugrenzen, wird ein Gate um die entsprechende 
Zellpopulation gelegt. Die Analyse kann dann entsprechend den zuvor definierten, 
unterschiedlichen Parametern durchgeführt werden. 
In diesem Fall wurde das Gate um die Population der Lymphozyten gelegt und die 
Antikörper Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE) verwendet. Die mit beiden Antikörpern 













3.3.1 FACS-Analyse endothelialer Progenitorzellen aus dem Knochenmark 
 
• Zentrifugation der Knochenmarkzellsuspension für 10 Minuten bei 1000 U/min 
und 4°C mit Bremse 
• Absaugen des Überstands  
• Resuspension des Pellets in 1ml Pharmlyse (1:10 verdünnt)  
• Inkubation für 5 Minuten auf Eis  
• Resuspension in  2ml FACS-Puffer  
• Zentrifugation für 10 Minuten bei 1000 U/min und 4°C mit Bremse  
• Resuspension des Pellets in 1ml FACS-Puffer  
• Gabe von je 50µl Zellsuspension (ca. 1 x 106 Zellen) in die Analyseröhrchen  
• Zugabe von 10µl Fc-Block  
• Vortexen und Inkubation der Proben für 10 Minuten bei 4°C in Dunkelheit  
• Zugabe von je 10µl Sca-1 (FITC-gelabelt) und VEGF-R2 (PE-gelabelt)  
 bzw. 10µl der Isotypenkontrollen (PE- und FITC-gelabelt) 
• Vortexen und Inkubation bei 4°C im Dunkeln (Kühlschrank) für 30 Minuten 
• 2 Waschschritte (Zentrifugation bei 1000 U/min und 4°C für 10 Minuten) 




3.3.2 FACS-Analyse endothelialer Progenitorzellen aus dem EDTA-Vollblut 
 
• Zunächst werden je 90µl aus den EDTA-Vollblutproben entnommen und in je 
ein Analyseröhrchen gegeben. 
• Zugabe von je 3ml Pharmlyse (1:10 verdünnt) 
• Vortexen und Inkubation für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
• Zentrifugation für 10 Minuten bei 1000 U/min und 4°C  
• Resuspension in je 100µl FACS-Puffer 
• Zugabe von je 10µl Fc-Block 
• Nach der Zugabe des Fc-Blocks werden die weiteren Schritte äquivalent zum 







3.3.3 FACS-Analyse endothelialer Progenitorzellen aus Splenozyten 
 
Zunächst erfolgte die Gewinnung der mononukleären Zellpopulation aus Splenozyten 
mittels Ficoll-Trennung wie bereits zuvor beschrieben. Die mononukleären Zellen 
(MNCs) aus je einer Milz wurden in 100µl FACS-Puffer resuspendiert, zur Analyse in 
je 50µl (50µl für die Antikörper und 50µl für die Isotypenkontrollen) aufgeteilt und in je 
ein Analyseröhrchen gegeben. Die weitere Vorgehensweise erfolgte nach dem 
Protokoll zur FACS-Analyse des EDTA-Vollblutes. 
 
 
3.4 Statistische Analyse 
 
Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- Standardabweichung präsentiert. Die 
Signifikanz der Differenz zwischen zwei Messungen wurde über einen t-Test für 
unabhängige Stichproben (unpaired Student´s t-test) berechnet. Multiple Vergleiche 
wurden mittels des Newman-Keuls Multiple Comparison Test durchgeführt. Werte 





























4.1.1 Rosuvastatin- und Mevalonatplasmakonzentrationen 
 
Die Plasmakonzentrationen von Rosuvastatin und Mevalonat wurden zu verschie-
denen Zeiten (unmittelbar nach der Behandlung, nach 15 Minuten, 30 Minuten, 1, 2, 
3, 5, 8 und 24 Stunden) nach vorheriger Applikation von 10mg/kg Körpergewicht 
Rosuvastatin über 10 Tage bestimmt.  
Die Rosuvastatin Konzentrationen nahmen bereits nach einer Stunde mit einer 
gleichzeitigen Abnahme der Plasmamevalonatkonzentration ab. Abgesehen von 
Atorvastatin haben alle Statine relativ kurze Eliminationshalbwertzeiten im Mittel von 
ca. 2 bis 3 Stunden, so dass sie nicht im Blut akkumulieren. Im Falle von Atorvastatin 
beträgt die Eliminationshalbwertzeiten zwischen 11 und 30 Stunden. Die hier 
erhobenen Werte entsprechen somit der zu erwartenden Pharmakokinetik von 
Rosuvastatin. Eine Normalisierung der Mevalonatkonzentration wurde bei 

































Abb. 16: Darstellung der Rosuvastatin- (blau) und Mevalonatplasmakonzentration 
(rot) [ng/ml] in Abhängigkeit der Zeit [h]. Im Vorfeld wurden je 5 Tiere für 10 Tage mit 
10mg/kg Körpergewicht Rosuvastatin behandelt. Die Zeitachse zeigt die Zeitpunkte 
der Plasmagewinnung (unmittelbar nach der letzten Behandlung, nach 15 Minuten, 












































































4.1.2.1 Rosuvastatin führt dosisabhängig zu einer Heraufregulation von 
endothelialen Progenitorzellen in peripherem Blut und Knochenmark  
 
Die Anzahl der durchflusszytometrisch bestimmten Sca-1/VEGF-R2 positiven 
endothelialen Progenitorzellen (EPCs) wurde durch die Behandlung mit Rosuvastatin 
dosisabhängig im peripheren Blut und im Knochenmark hochreguliert (vgl. Abb. 17). 
Die Anzahl der Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen im peripheren Blut nahm signifikant 
zu in den Gruppen, die mit 1mg, 5mg, 10mg und 20mg/kg Körpergewicht behandelt 
wurden (30,45±15,93 vs. 224,33±22,74; 254,75±14,56; 232±46,96; 269,75±14,59 
[EPCs/50.000 gezählte Zellen]). 
Auf Knochenmarkebene konnte unter 5mg/kg Körpergewicht eine 
Heraufregulation der Sca-1/VEGF-R2 positiven endothelialen Progenitorzellen 
gezeigt werden. Höhere Dosierungen führten zu keiner weiteren Zunahme des EPC-
Pools auf Knochenmarkebene (82,45±11,31 vs. 124,8±14,78 [EPCs/50.000 gezählte 


























Kontrolle 1 mg 5 mg 10 mg 20 mg
 
Abb. 17: FACS-Analyse des peripheren Blutes (Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE)) 
nach einer 10 tägigen Rosuvastatin-Behandlung  mit den Dosierungen 1, 5, 10 und 
20 mg/kg Körpergewicht (n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 11. 
Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwerte mit Standardabweichung             
(* p<0,05). 
    * 





























Kontrolle 1 mg 5 mg 10 mg 20 mg
 
Abb. 18: FACS-Analyse des Knochenmarkes (Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE)) 
nach einer 10 tägigen Rosuvastatin-Behandlung  mit den Dosierungen 1, 5, 10 und 
20 mg/kg Körpergewicht (n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 11. 




4.1.2.2 Rosuvastatin führt dosisabhängig zu einer Heraufregulation der 
endothelialen Progenitorzellen im mononukleären Zellpool der 
Mäusemilz 
 
Die Anzahl der acDi-LDL/Lectin doppelt positiven early outgrowth endothelialen 
Progenitorzellen aus dem mononukleären Zellpool der Mäusemilz war signifikant 
erhöht nach Behandlung mit 5mg und 10mg/kg Körpergewicht Rosuvastatin 
(52,35±2,41 vs. 74,04±1,38; 80,46±0,95 [EPCs/cm²]). Die Applikation von 20mg/kg 
Körpergewicht Rosuvastatin (57,61±0,63 [EPCs/cm²]) führte hier zu keinem weiteren 
Anstieg der Zellzahl (vgl. Abb. 19, Abb. 20, A-C). 


























Kontrolle 1 mg 5 mg 10 mg 20 mg
 
Abb. 19: Auszählung der mit Lectin und acDi-LDL zweifach markierten early 
outgrowth EPCs nach 4 Tagen in Zellkultur nach einer 10 tägigen 
Rosuvastatinbehandlung  mit den Dosierungen 1, 5, 10 und 20 mg/kg Körpergewicht 
(n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 11. Die Ergebnisse werden 








A     B      C 
Abb. 20: early outgrowth EPCs nach 4 Tagen in Zellkultur 
 
A: acDi-LDL - markierte mononukleäre Zellen nach 4 Tagen in Zellkultur 
B: Lectin - markierte mononukleäre Zellen nach 4 Tagen in Zellkultur 
C: Überlagerung von A und B: Doppelt markierte Zellen wurden als  
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4.1.3.1 Rosuvastatin führt zeitabhängig zu einer Heraufregulation von 
endothelialen Progenitorzellen in peripherem Blut und Knochenmark  
 
Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) wurden nach Rosuvastatinbehandlung 
zeitabhängig im peripheren Blut hochreguliert bei gleichzeitiger Abnahme des 
endothelialen Progenitorzell-Pools im Knochenmark. Die Anzahl der endothelialen 
Progenitorzellen wurde mit dem Verfahren der Durchflusszytometrie ermittelt.  
Die FACS-Analyse ergab im peripheren Blut während des Zeitverlaufs über 1, 10 und 
24 Tage (17,86±4,23 vs. 70,67±8,5; 208±32,92; 358,5±2,4 [EPCs/50.000 gezählte 
Zellen]) eine kontinuierliche Hochregulation der Sca-1/VEGF-R2 positiven EPCs mit 





























Kontrolle 1 Tag 10 Tage 24 Tage
  
Abb. 21: FACS-Analyse des peripheren Blutes (Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE)) 
nach täglicher intraperitonealer Rosuvastatinbehandlung mit 10mg/kg Körpergewicht 
über 1, 10 und 24 Tage (n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte je 24h nach 
letzter Behandlung. Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwerte mit 
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Auf Knochenmarkebene zeigte der Zeitverlauf eine kontinuierliche Abnahme der  
Sca-1/VEGF-R2 positiven endothelialen Progenitorzellen. Dabei wurde ein minimaler 
endothelialer Progenitorzell-Level nach 24 Tagen erreicht (79,2±15,1 vs. 





























Kontrolle 1 Tag 10 Tage 24 Tage
 
Abb. 22: FACS-Analyse des Knochenmarks (Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE)) nach 
täglicher intraperitonealer Rosuvastatinbehandlung mit 10mg/kg Körpergewicht über 
1, 10 und 24 Tage (n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte je 24h nach 
letzter Behandlung. Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwerte mit 



















4.1.3.2 Rosuvastatin führt zeitabhängig zu einer Heraufregulation der 
endothelialen Progenitorzellen im mononukleären Zellpool der 
Mäusemilz 
 
Es erfolgte die Bestimmung der early outgrowth endothelialen Progenitorzellen in der 
in vitro – Kultur mittels acDi-LDL/Lectin-Färbung. Hier zeigte sich ebenfalls ein 
signifikanter Anstieg der EPC Zahlen nach 24 Stunden (50,8±6,25 vs. 184,86±15,58 
[EPCs/cm²]). Nach einem vorübergehender Abfall nach 10 Tagen 
(136,34±3,1[EPCs/cm²]) ließ sich ein erneuter Anstieg nach 24 Tagen (199,29±2,84 

















Kontrolle 1 Tag 10 Tage 24 Tage
 
Abb. 23: Auszählung der mit Lectin und acDi-LDL zweifach markierten early 
outgrowth EPCs nach 4 Tagen in Zellkultur nach täglicher intraperitonealer 
Rosuvastatinbehandlung mit 10mg/kg Körpergewicht über 1, 10 und 24 Tage (n=5). 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte je 24h nach letzter Behandlung. Die Ergebnisse 
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4.1.4 Die Rolle der Milz in der endothelialen Progenitorzell-Regulation 
 
Zur Untersuchung der Rolle der Milz in der endothelialen Progenitorzell-Regulation 
wurde bei einer Tiergruppe zunächst eine 10 tägige Behandlung mit 10mg/kg 
Körpergewicht Rosuvastatin durchgeführt. Anschließend wurde aus der Milz die 
Population der mononukleären Zellen isoliert und mittels FACS-Analyse mit den 
mausspezifischen Antikörpern Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 (PE) untersucht. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass im Zellpool der mit Rosuvastatin behandelten Tiere 
mehr Sca-1/VEGF-R2 positive endotheliale Progenitorzellen nachzuweisen waren als 
bei den Tieren der Kontrollgruppe, die unter gleichen Bedingungen mit NaCl 0,9% 
behandelt wurden (151±17,08 vs. 298,5±17,99 [EPCs/50.000 gezählte Zellen])     
(vgl. Abb. 24). 
 
Direkte FACS-Analyse der mononukleären 
Zellen



























Abb. 24: FACS-Analyse von mononukleären Zellen (Sca-1 (FITC) und VEGF-R2 
(PE)), isoliert aus der Mäusemilz, nach 10 tägiger Behandlung  mit 10mg/kg 
Körpergewicht Rosuvastatin (n=5). Die Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 













4.1.5 Einfluss einer Splenektomie auf die knochenmarkständigen und frei 
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen  
 
Bei Nagetieren sind Stamm- und Progenitorzellen sowohl im Knochenmark als auch 
in der Milz präsent. Es konnte gezeigt werden, dass eine Rosuvastatin-Behandlung 
zu einem signifikanten Anstieg der Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen in der Milz führt 
(151,0±17,08 vs. 298,5±17,99 [EPCs/50.000 gezählte Zellen]) (vgl. Abb. 24). Um die 
Zusammenhänge zwischen Knochenmark, Milz und dem begleitenden Effekt der 
HMG-CoA-Reduktase-Hemmung zu untersuchen, wurden splenektomierte Tiere für 
10 Tage täglich mit 10mg/kg Körpergewicht Rosuvastatin oder Placebo intra-
peritoneal behandelt. Als Kontrolle dienten „scheinoperierte“ Tiere, die linkslateral 
laparotomiert wurden, ohne dass jedoch eine Splenektomie durchgeführt wurde. Die 
Anzahl der endothelialen Progenitorzellen im Knochenmark und peripheren Blut 
wurde mittels FACS-Analyse ermittelt.  
Die Zahl der peripher zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen war in 
splenektomierten Mäusen im Vergleich zu den „scheinoperierten“ Tieren signifikant 
erhöht (77,6±19,89 vs. 138,66±18,01 [EPCs/50.000 gezählte Zellen]). Die 
Behandlung mit Rosuvastatin führte in splenektomierten Mäusen zu einem weiteren 
Anstieg der zirkulierenden Sca-1/VEGF-R2 positiven endothelialen Progenitorzellen 
im peripheren Blut (77,6±19,89 vs. 209,66±29,94 [EPCs/50.000 gezählte Zellen]) 
(vgl. Abb. 25). 
Die Zahl der Sca-1/VEGF-R2 positiven, knochenmarkständigen endothelialen 
Progenitorzellen war bei den splenektomierten Tieren im Vergleich zu den 
„scheinoperierten“ Tieren signifikant höher (76,85±1,56 vs. 105,75±6,45 
[EPCs/50.000 gezählte Zellen]). Die zusätzliche Behandlung der splenektomierten 
Tiere mit Rosuvastatin führte zu einer Reduktion der knochenmarkständigen        
Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen (105,75±6,45 vs. 57,5±21,11 [EPCs/50.000 




































Schein-OP Splenektomie Splenektomie + Rosuvastatin
 
Abb. 26: FACS-Analyse des peripheren Blutes von splenektomierten Tieren (Sca-1 
(FITC) und VEGF-R2 (PE)) nach 10 tägiger Behandlung  mit 10mg/kg Körpergewicht 
Rosuvastatin oder Placebo im Vergleich zu scheinoperierten Tieren (n=5). Die 
Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 11. Die Ergebnisse werden angegeben 


























Schein-OP Splenektomie Splenektomie + Rosuvastatin
  
Abb. 25: FACS-Analyse des Knochenmarkes von splenektomierten Tieren (Sca-1 
(FITC) und VEGF-R2 (PE)) nach 10 tägiger Behandlung  mit 10mg/kg Körpergewicht 
Rosuvastatin oder Placebo im Vergleich zu scheinoperierten Tieren (n=5). Die 
Bestimmung der EPC-Zahlen erfolgte an Tag 11. Die Ergebnisse werden angegeben 
als Mittelwerte mit Standardabweichung (** p<0,01; *** p<0,001).  
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4.2 in vivo – Evaluation der aus der Milz stammenden endothelialen 
Progenitorzellen und Monozyten im Retransfusionsmodell 
 
 
4.2.1 Charakterisierung der endothelialen Progenitorzellen aus der Milz  
 
Die Zahl der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen im peripheren Blut ist sehr 
gering. Aus diesem Grund wurde die Milz als mögliche Quelle für endotheliale 
Progenitorzellen in der Maus untersucht. Aus der Milz isolierte mononukleäre Zellen 
wurden in Zellkultur genommen. Nach vier Tagen in EBM-Medium zeigten 91,8±3,2% 
der im well angehefteten Zellen zum einen die Fähigkeit acetyliertes Low Density 
Lipoprotein (acDi-LDL) aufzunehmen und zum anderen Lectin zu binden. Somit 
wiesen die doppelt markierten Zellen der mononukleären Zellpopulation 
Charakteristika der early outgrowth EPCs auf.  
Nach 4 Tagen in vitro Differenzierung wurden zusätzliche histochemische Färbungen 
durchgeführt. Die kultivierten aus der Mäusemilz stammenden mononukleären Zellen 
zeigten, sowohl die Expression des Mausstammzellmarkers Sca-1 (85,0±4,8%), als 
auch die von CD34 (88,6±3,1%) und c-kit (67,3±5,4%) im Zusammenhang mit dem 
Antigen der endothelialen Zelllinie VEGFR-2 (82,9±5,2%). Dies zeigt, dass die aus 
der Milz stammenden Zellen nach in vitro Kultur in EBM-Medium typische 
Charakteristika von early outgrowth EPCs aufweisen. Die Unversehrtheit der Zellen 
wurde mit einer korrespondierenden nukleären Färbung gezeigt (DAPI). 
Die Kultivierung von aus der Milz isolierten mononukleären Zellen über einen 
längeren Zeitraum zeigte nach 14 Tagen Inkubation traubenartig angeordnete 
Haufen von spindelförmigen Zellen in der Peripherie im Sinne von colony forming 














4.2.2 Reendothelialisierung und Neointimaausbildung 
 
 
4.2.2.1 Mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark und der Milz sowie EPCs 
wandern nach intravenöser Injektion zu ihrem Zielorgan und nicht in die 
Intimaläsion nach Endothelzelldenudation 
 
Um den Effekt einer Zell-Transfusion auf die Reendothelialisierung genauer zu 
untersuchen, wurden Mäusen nach stattgehabter Endothelzelldenudation post-
operativ direkt und nach 24 Stunden erneut je 1x106 PKH-26 markierte, 
milzstämmige, native mononukleäre Zellen oder zuvor für vier Tage kultivierte, Di-ac-
LDL markierte early EPC intravenös transfundiert. Im Aufsichtmikroskop und immun-
histochemisch konnten in beiden Gruppen nur vereinzelt transfundierte Zellen im 
Bereich der Endothelzelldenudation nachgewiesen werden. In zusätzlichen 
histologischen Untersuchungen konnte eine Vielzahl der markierten, transfundierten 
Zellen in der Milz nachgewiesen werden. 
 
 
4.2.2.2 Eine vorherige Splenektomie ermöglicht den transfundierten 
mononukleären Zellen und den EPCs ein Einwandern im Bereich der 
Intimaläsion nach Endothelzelldenudation 
 
Um das Einwandern („Homing“) der transfundierten Zellen im Bereich der Neointima 
nach Endothelzelldenudation zu steigern, wurden die Mäuse 7 Tage vor der 
operativen Endothelzellschädigung splenektomiert. Erneut wurden je 1x106 PKH-26 
markierte, milzstämmige mononukleäre Zellen oder zuvor für vier Tage kultivierte, Di-
ac-LDL markierte early EPC direkt postoperativ und nach 24 Stunden intravenös 
transfundiert. 14 Tage nach Endothelzelldenudation und Transfusion zeigten sich im 
Aufsichtmikroskop Inseln von transfundierten Zellen im deendothelialisierten Bereich 
der splenektomierten Tiere. Dabei zeigte sich nach Transfusion der mononukleären 
Zellen eine deutlich höhere Anzahl an eingewanderten Zellen (204,3±15,4 mm²) als 
nach Transfusion der zuvor kultivierten early EPC (88,6±8,6 mm²). Das „Homing“ der 
transfundierten Zellen beschränkte sich ausschließlich auf den Gefäßbereich nach 






zelldenudation oder in den kontralateralen Gefäßen konnten keine transfundierten 
Zellen nachgewiesen werden.  
Eine halbe Stunde vor Gewebeentnahme wurde den Mäusen FITC-gelabeltes Lectin 
intravenös verabreicht um zu zeigen, dass die in der Läsion angelagerten Zellen 
einen endothelialen Phänotyp aufweisen. In der immunhistochemischen Analyse 
konnte gezeigt werden, dass die transfundierten Zellen im deendothelialisierten 
Gefäßabschnitt vorwiegend den intraluminären Rand der Neointima säumen (vgl. 
Abb. 27 A, B). In der Lectin-Färbung zeigten sich die an der Neointima angelagerten 
Zellen als Lectin-positiv. Die zusätzliche nukleäre Färbung mit DAPI und 
Überlagerungen zeigten den endothelialen Phänotyp der transfundierten Zellen (vgl. 
Abb. 27 C). In der Placebogruppe konnten lediglich einige vereinzelte endogene 
endotheliale Zellen (Lectin-positiv, acDi-LDL-negativ) nachgewiesen werden. Im 
Vergleich der Ergebnisse zeigte sich, dass es nach Zelltransfusion (sowohl von 
mononukleären Zellen als auch von kultivierten early EPCs) zu einer deutlich 



















































Abb. 27: Fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Gefäßschnitte nach 
Endothelzelldenudation und Transfusion von mononukleären Zellen bei 
splenektomierten Tieren. Es können zuvor mit PKH-26 (PE) fluoreszenzmarkierte 
Zellen im Bereich der Endothelläsion dargestellt werden. Um den endothelialen 
Phänotyp der Zellen zu zeigen, wurde den Tieren 30 Minuten vor Gefäßentnahme 
FITC-gelabeltes Lectin intravenös verabreicht. Die korrespondierende nukleäre 


































Abb. 28: Transfundierte endotheliale Progenitorzellen (early EPC, Di-ac-LDL-markiert 
nach 4 Tagen in Kultur) führen zu einer verbesserten Reendothelialisierung nach 
statt-gehabter Endothelzelldenudation. Um zu zeigen, dass es sich bei den 
angelagerten Zellen um Zellen mit endothelialem Phänotyp handelt, wurde den 
Mäusen 30 Minuten vor der Organentnahme FITC-gelabeltes Lectin intravenös 
verabreicht.  
A,B: FITC und PE Darstellung der Neointima nach Transfusion mit acDi-LDL 
gelabelten EPCs (entsprechende Vergrösserungen in G und H) 
D,E: FITC und PE Darstellung der Neointima in der Placebogruppe  
(entsprechende Vergrösserungen in I und J) 
C: korrespondierende nukleäre Färbung mit DAPI in der transfundierten Gruppe 







4.2.2.3 Intravenös transfundierte milzstämmige mononukleäre Zellen und EPCs 
führen zu einer Reduktion der Neointima-Formation 
 
Der biologische Effekt von transfundierten PKH-26 gelabelten mononukleären Zellen 
und von endothelialen Progenitorzellen auf die Reendothelialisierung und Neointima-
Ausbildung wurde bei transfundierten und mit Placebo behandelten Tieren über eine 
Evans-Blue Färbung bestimmt. Dazu wurde das Gefäß 14 Tage nach stattgehabter 
Endothelzelldenudation präpariert. Die Untersuchung zeigte, dass die Transfusion 
von endothelialen Progenitorzellen im Vergleich zu der Placebogruppe zu einer 
deutlichen Zunahme der Reendothelialisierung führt (86,4%±5,0% vs. 71,3%±6,0%). 
Eine computergestützte morphometrische Analyse von circa 25 Gefäßschnitten in 
HE-Färbung pro Tier zeigte, dass nach Transfusion von mononukleären Zellen 
(18.854±2639µm²) und endothelialen Progenitorzellen (30.592±1028µm²) die Aus-
bildung der Neointima im Vergleich mit der Placebogruppe (37,724±2719µm²) 
deutlich reduziert war (vgl. Abb. 29, 30). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein 
Unterschied bezüglich der Mediadichte nach Transfusion mit mononukleären Zellen 
(20.904±4013µm²) und endothelialen Progenitorzellen (24.286±1305µm²) im 
Vergleich mit der Placebogruppe (20.075±1343µm²). Der korrespondierende 
Quotient aus Intima zu Media zeigte eine Reduktion der Intima nach Transfusion von 
mononukleären Zellen (0,9±0,15) und endothelialen Progenitorzellen (1,26±0,06) im 






























A Behandlung mit Placebo (NaCl 0,9%)  B Behandlung mit mononukleären       












C Darstellung eines Gefäßschnittes ohne stattgehabte Endothelzelldenudation 
 
 
Abb. 30: Morphometrische Auswertung der HE-gefärbten Gefäßschnitte. A und B 
zeigen Gefäße nach Endothelzelldenudation bei splenektomierten Tieren. In der 
Placebogruppe (A) zeigt sich die zu erwartende Ausbildung einer Neointima. Nach 
intravenöser Behandlung mit mononukleären Zellen (B) kommt es zu einer deutlichen 
Reduktion der Neointima. C zeigt als Kontrolle ein Gefäßschnitt ohne stattgehabte 
































Kontrollen ohne Läsion Placebo mit EPCs  behandelt mit MNCs behandelt
 
Abb. 31:  Zusammenfassung der morphometrischen Auswertung der Gefäßschnitte 
von zuvor splenektomierten Tieren (n=25). Die Neointima ist definiert als die 
Differenz aus der durch die Media eingeschlossenen Fläche und dem 
Gefäßinnenlumen. Als Kontrolle dienten Gefäße ohne Läsion.  
Die Neointimaformation bei mit mononukleären Zellen behandelten Tieren war im 
Vergleich zur Placebogruppe signifikant reduziert. Die Ergebnisse werden 






















Ziel dieser Arbeit war die Evaluation der Rolle von Statinen bei der Reduktion der 
Endothelschädigung durch Mobilisation endothelialer Progenitorzellen im Sinne eines 
kausalen Therapiekonzeptes für die Atherosklerose. Wir konnten zeigen, dass eine 
Behandlung mit Statinen (hier: Rosuvastatin) sowohl dosis- als auch zeitabhängig zu 
einer Erhöhung der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen führt. Dabei kam 
der Milz eine besondere Bedeutung zu. Sie wies nach einer Statinbehandlung eine 
deutlich höhere Anzahl an endothelialen Progenitorzellen auf. Wir konnten weiterhin 
zeigen, dass nach Splenektomie statininduziert die Abnahme der knochen-
markständigen endothelialen Progenitorzellen mit einer Zunahme der zirkulierenden 
endothelialen Progenitorzellen korreliert. Dies weist auf eine mögliche Reservoir-
funktion der Milz hin. Des weiteren konnten wir zeigen, dass endotheliale Progenitor-
zellen in der Lage sind, gezielt in den Bereich geschädigten Endothels 
einzuwandern, wodurch es zu einer Verbesserung der lokalen Reparaturvorgänge 
und nachfolgend zur Reduktion einer Neointimaformation kommt. 
Vaskuläre Progenitorzellen wurden therapeutisch bereits eingesetzt, um die 
Neoangiogenese nach Gewebsischämie zu erhöhen, um die Reendothelialisierung 
nach lokaler und systemischer Zerstörung endothelialer Zellen zu verbessern und um 
Atherosklerose zu verlangsamen. Anzahl und Funktion der endothelialen 
Progenitorzellen hängen von kardiovaskulären Risikofaktoren und begleitender koro-
narer Herzkrankheit ab (46; 75; 90). Es wurden bereits verschiedene experimentelle 
und klinische Studien durchgeführt, um Anzahl und Funktion der zirkulierenden 
Progenitorzellen zu erhöhen und um Reperaturmechanismen bei kardiovaskulären 
Erkrankungen zu verbessern (20; 46; 53; 71; 85; 91; 92; 96).  
Die Mobilisierung einer adäquaten Anzahl von Stamm- und Progenitorzellen ist die 
Voraussetzung für ihren erfolgreichen therapeutischen Einsatz. Eine anschließende 
Regeneration des Stammzellpools im Knochenmark muss ebenfalls im Therapie-
konzept berücksichtigt werden. Der Mobilisierung muss dann ein selektives 
Einwandern („Homing“) der Zellen folgen, um die unerwünschten Effekte der 








Traditionell verwendete Zytokine zur Stammzellmobilisation wie G-CSF (granulocyte-
colony stimulating factor) und GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating 
factor) mobilisieren nicht nur allein Stamm- und Progenitorzellen, sondern auch den 
gesamten Pool von Entzündungszellen in das periphere Blut. So haben klinische 
Studien mit G-CSF gezeigt, dass die durch G-CSF induzierte Leukozytose im 
Stadium der akuten Myokardischämie möglicherweise schädliche Effekte hat (53).  
 
 
5.1 Statine und endotheliale Progenitorzellen 
 
Es ist bekannt, dass Statine die Anzahl kardiovaskulärer Ereignisse durch direkte 
lipidsenkende Effekte (1; 2; 81) und durch zusätzliche lipidunabhängige (pleiotrope) 
Effekte (11-13; 18; 22; 23; 25; 28; 29; 95) senken. Unerwünschte Effekte sind haupt-
sächlich beschränkt auf die sehr selten auftretende Rhabdomyolyse. Es konnte 
gezeigt werden, dass HMG-CoA-Reduktase-Hemmer die Anzahl der zirkulierenden 
endothelialen Progenitorzellen bei Mäusen und Menschen in einem PI3-Kinase und 
Akt abhängigen Stoffwechselweg erhöhen können (33; 62; 89; 95). Statin induzierte 
Mobilisation von endothelialen Progenitorzellen ist assoziiert mit vermehrter 
Reendothelialisierung und verminderter Bildung einer Neointima (91; 96). 
Statine bieten deshalb eine wichtige Voraussetzung für eine erfolgreiche, auf 
Stammzellen basierende therapeutische Nutzung bei kardiovaskulären Er-
krankungen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben den bekannten 
mobilisierenden Effekten der Statine die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase zu 
einer Vergrößerung des Progenitorzellpools im Knochenmark, in der Milz und im 
peripheren Blut führt. Die Anzahl der frei zirkulierenden Progenitorzellen ist unter 
Statinbehandlung zeitabhängig mit einem Maximum nach 24 Tagen steigend. 
Gleichzeitig erreicht die Zahl der endothelialen Progenitorzellen im Knochenmark ein 
Minimum. In der Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigte sich jedoch dosisabhängig auch 
eine Zunahme der Anzahl der knochenmarkständigen endothelialen Progenitor-
zellen. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Statine nicht nur in der Lage 
sind, endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut zu 
mobilisieren, sondern auch die Vergrößerung des Progenitorzellpools in 
Knochenmark und Milz durch Proliferation und/oder Differenzierung des 






Bei Nagetieren stellt die Milz einen extramedullären Pool an endothelialen 
Progenitorzellen dar (92). Wir konnten zeigen, dass eine Rosuvastatin-Behandlung 
zu einer signifikanten Erhöhung des in der Milz ortsansässigen Pools von                   
Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen führt. Um den Zusammenhang zwischen 
Knochenmark und Milz nach Hemmung der HMG-CoA-Reduktase zu untersuchen, 
wurden Mäuse splenektomiert. Der Pool von Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen im 
Knochenmark vergrößerte sich nach durchgeführter Splenektomie signifikant im 
Vergleich zu nicht splenektomierten, „scheinoperierten“ Tieren, was eine 
kompensatorische Hochregulation der Progenitorzellen im Knochenmark vermuten 
lässt. Es ist höchst interessant zu spekulieren, ob es einen Feedback Mechanismus 
zwischen Milz und Knochenmark gibt, der in der Lage ist, die Anzahl der im 
peripheren Blut zirkulierenden Progenitorzellen zu regulieren. Die Rolle der Milz als 
ein zusätzliches Reservoir für Progenitorzellen oder als ein Organ zur Ausreifung von 
Stammzellen ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. Überraschenderweise wurde 
bei splenektomierten Tieren nach der Behandlung mit Rosuvastatin beobachtet, dass 
die Anzahl der Sca-1/VEGF-R2 positiven Zellen im Knochenmark abnimmt. 
Gleichzeitig zeigten splenektomierte, mit Rosuvastatin behandelte Mäuse einen 
signifikanten Anstieg der frei im peripheren Blut zirkulierenden endothelialen 
Progenitorzellen. Diese Beobachtung unterstreicht den wichtigen Mobilisierungseffekt 
der Statine auf knochenmarkständige, adulte Stammzellen. 
Walter et al. (91) zeigten, dass Statine die Expression von Fibronectin-
Rezeptoruntereinheiten auf kultivierten menschlichen endothelialen Progenitorzellen 
verbessern und damit zur Adhäsion in vivo beitragen. Man muss an dieser Stelle 
hinzufügen, dass neben den bereits identifizierten Adhäsionsmolekülen eine Vielzahl 
an Selektinen und Integrinen an dem gezielten Einwandern („Homing“) von 
Stammzellen beteiligt sind. Schmidt et al. (79) zeigten, dass in den Endothelzellen 
menschlicher Nabelvenen die Expression von Selektinen und Zelladhäsions-
molekülen um 100-200% potenziert werden kann, wenn die Zellen mit dem HMG-
CoA-Reduktase-Hemmer Lovastatin vorbehandelt werden. Der durch Lovastatin 
potenzierte Anstieg von E-Selektinen und Zelladhäsionsmolekülen ist assoziiert mit 
einem korrespondierenden Anstieg von Selektin- und CAM-spezifischer mRNA. Dies 
lässt vermuten, dass die Behandlung mit Statinen die Adhäsion zirkulierender 
endothelialer Progenitorzellen im Bereich des geschädigten Endothels durch 






Statine erfüllen somit wichtige Voraussetzungen zur therapeutischen Nutzung von 
endothelialen Progenitorzellen durch Induktion von EPC-Proliferation im 
Knochenmark, durch Mobilisation einer adäquaten Anzahl von Stamm- und 
Progenitorzellen, durch Hochregulation von Adhäsionsmolekülen  und durch die 
Erhöhung der Migrationskapazität der endothelialen Progenitorzellen. Dabei gilt es 
zu beachten, dass die messbare Konzentration der Statine im Plasma innerhalb der 
ersten Stunden rapide abfällt. Die beschriebenen Beobachtungen unterstreichen 
jedoch die wichtige Rolle der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer über ihre lipidsenkende 
Funktion hinaus bei der Therapie der kardiovaskulären Erkrankungen.  
 
 
5.2 EPC-assoziierte Reduktion einer Neointima nach Endothelzelldenudation 
 
Bislang ging man davon aus, dass Regeneration und Proliferation von endothelialen 
Zellen nach Gewebsschädigung im Rahmen einer Neoangiogenese oder nach 
stattgehabter Endothelzelldenudation ausschließlich ein lokaler Prozess ist, bei dem 
benachbarte endotheliale Zellen und intakte Teile der Intima die wesentliche Rolle 
spielen (19). In den letzten Jahren konnte allerdings gezeigt werden, dass 
zirkulierende adulte Stammzellen und aus dem Knochenmark stammende 
Progenitorzellen in der Lage sind, in verschiedene Organe einzuwandern, um sich 
dort in die jeweiligen organspezifischen Zellen zu differenzieren oder an dem 
bestehenden Stammzellpool zu partizipieren (15). Mehrere Studien haben die Rolle 
der knochenmarkstämmigen endothelialen Progenitorzellen nach Gewebs-
schädigung oder während der Angiogenese untersucht mit dem Resultat, dass nach 
stattgehabtem gewebsschädigendem Ereignis (Myokardinfarkt, Anlage eines 
koronaren Bypasses) die Anzahl der frei zirkulierenden endothelialen Progenitor-
zellen  signifikant angestiegen ist (40; 82). Andererseits zeigte sich, dass die Anzahl 
der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen bei Patienten mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren signifikant erniedrigt ist (47; 87; 90). Als logische Konsequenz zeigte 
sich, dass durch die Applikation von endothelialen Progenitorzellen, sowohl 
Angiogenese, als auch myokardiale Regeneration nach myokardialer Ischämie 
deutlich verbessert werden kann (8; 52; 55; 56). Die Bedeutung der endothelialen 
Progenitorzellen als Risikoprädiktoren im Rahmen der kardiovaskulären 






stabiler und instabiler KHK gezeigt werden. In der "Endothelial Progenitor Cells in 
Patients with Coronary Artery Disease (EPCAD)-Studie" konnte gezeigt werden, 
dass die offensichtlich gefäßschätzenden endothelialen Progenitorzellen ein 
wichtiger zellulärer Prädiktor für kardiovaskuläre Ereignisse bei Patienten mit 
koronarer Herzkrankheit sind (93). In einer davon unabhängigen Studie konnten 
Schmidt-Lucke et al. ebenfalls zeigen, dass das Outcome von KHK-Patienten mit der 
Anzahl zirkulierender endothelialer Progenitorzellen korreliert (80).  
Somit vereinen endotheliale Progenitorzellen die komplexen Interaktionen multipler 
kardiovaskulärer Risikofaktoren und vaskuloprotektiver Substanzen in einem 
zellulären Marker und können damit als prädiktiver Risikomarker für kardiovaskuläre 
Ereignisse angesehen werden. In welchem Umfang sich knochenmarkstämmige 
Stamm- und Progenitorzellen mit ihrem protektiven Potential auf die Patho-
physiologie der endothelialen Dysfunktion und der Atherosklerose, vor allem in den 
frühen Stadien,  auswirken, gilt weiter zu klären.  
Aus dem Knochenmark stammende endotheliale Progenitorzellen sind an dem 
Prozess der Reendothelialisierung und an vaskulären Reparaturvorgängen nach 
Schädigung an erwachsenen arteriellen Gefäßen massgeblich beteiligt (91; 96). In 
Studien am Tiermodell wurde die Anzahl der frei zirkulierenden endothelialen 
Progenitorzellen durch eine Statintherapie angehoben, was zu einer deutlichen 
Reduktion der Neointimaformation führte (49; 91; 96). Nach diesem experimentellen 
Erfolg ist allerdings nicht vollständig geklärt, ob der vaskuläre Benefit nach Einsatz 
von Statinen auf die Mobilisierung endothelialer Progenitorzellen aus dem 
Knochenmark oder auf die direkte Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen 
zurückzuführen ist. Die hier aufgezeigten Daten lassen darauf schließen, dass die 
durch Retransfusion von milzstämmigen mononukleären Zellen erhöhte Anzahl frei 
zirkulierender endothelialer Progenitorzellen zu einer Erhöhung der Re-
endothelialisierung und damit zu einer deutlichen Abnahme der Neointimaformation 
führt (92). Eine verbesserte Reendothelialisierung ist direkt mit einer Hemmung der 
Proliferation glatter Muskelzellen assoziiert (10). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 
die Retransfusion von milzstämmigen mononukleären Zellen die Reparaturvorgänge 
im Bereich eines geschädigten Endothels deutlich beschleunigt.  
Im gleichen Versuchsaufbau wurde die Reduktion der Neointima nach Transfusion 
von weiter differenzierten endothelialen Progenitorzellen (milzstämmige 






Zellen werden als „early outgrowth“ endotheliale Progenitorzellen oder „colony 
forming units“ (CFU) bezeichnet (48). Dabei wurde im direkten Vergleich mit frisch 
isolierten mononukleären Zellen gezeigt, dass in beiden Gruppen eine deutliche 
Reduktion der Neointimaformation erreicht werden konnte, dieser Effekt jedoch in der 
Gruppe der frisch isolierten mononukleären Zellen deutlich ausgeprägter war (92). 
Ursache dafür könnte eine Interaktion zwischen parakrinen Zellen und Progenitoren 
sein, die im gegenseitigen Wechselspiel massgeblich die Endothelzellregeneration 
verbessern.  
Rehman et al. konnten zeigen, dass sich beim Menschen aus dem Blut 
kultivierte endotheliale Progenitorzellen, sowohl aus Makrophagen, als auch aus 
Monozyten differenziert haben (76). Der erhöhte Anteil an Monozyten und 
Makrophagen im Zellpool der milzstämmigen mononukleären Zellen mit 
entsprechend erhöhtem Differenzierungspotential (76) bietet eine mögliche Erklärung 
für die deutliche Reduktion der Neointimaformation und die deutlich erhöhte 
Reendothelialisierung nach Transfusion der milzstämmigen mononukleären Zellen.  
Weitere Untersuchungen mit ex vivo differenzierten, aus dem Knochenmark 
stammenden hämatopoetischen Stammzellen zeigten, dass die Einwanderungs-
potenz dieser ex vivo kultivierten Zellen nach intravenöser Injektion im Vergleich zu 
frisch isolierten Zellen deutlich reduziert ist (77; 86). Dies wird assoziiert mit der 
Herabregulation von Integrinen während der ex vivo Differenzierung (86). Weitere 
Untersuchungen werden notwendig sein, um die Unterschiede zwischen frisch 
isolierten mononukleären Zellen und kultivierten endothelialen Zellen bezüglich ihrer 
Oberflächenmarker und ihrem Differenzierungsstatus aufzuklären. 
Einwanderungssignale von lokal geschädigtem Gewebe sind vermutlich 
verantwortlich für das Homing von zirkulierende Stamm- oder Progenitorzellen im 
Zielgewebe (6; 71). In dieser Arbeit zeigten wir, dass zirkulierende endotheliale 
Progenitorzellen nur dann den Bereich der Endothezelldenudation erreichten, wenn 
zuvor eine Splenektomie durchgeführt wurde. Bei nicht splenektomierten Tieren 
konnten keine eingewanderten endothelialen Progenitorzellen nachgewiesen 
werden. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeiten, in denen 
gezeigt wurde, dass hämatopoetische Stammzellen vor allem in Knochenmark und 
Milz einwandern (72). Es ist interessant zu spekulieren, ob die Verlängerung der 
Zirkulationsdauer der endothelialen Progenitorzellen in der Peripherie nach 






auch tatsächlich ermöglicht wird. Die Interaktion von endothelialen Progenitorzellen 
mit Wachstums- und Differenzierungsfaktoren führt möglicherweise zur Aktivierung 
von gewebsspezifischen Genen und damit zur Differenzierung der Progenitorzellen in 
Zellen des zielgeweblichen Phänotyps (15; 17). 
Da die Atherosklerose unweigerlich zu einer Schädigung des Endothels mit 
einer resultierenden Neoangiogenese führt, ist eine Spekulation über den 
therapeutischen Einsatz von endothelialen Progenitorzellen unabdingbar. Die 
Endothelzellregeneration stellt durch endogene oder transfundierte endotheliale 
Progenitorzellen einen neuen wichtigen Denkansatz für die Therapie der 
Atherosklerose gerade in den frühen Stadien der Erkrankung dar. Zusätzlich könnte 
die lokale Applikation von endothelialen Progenitorzellen im Bereich athero-
sklerotisch veränderter Koronararterien nach durchgeführter perkutaner trans-
luminaler Koronar-Angioplastie (PTCA) eine Therapieoption zur Prävention einer 
Restenosierung des Gefäßes darstellen, da die Angioplastie eine der Atherogenese 
ähnliche Kaskade auslöst (61). Die Effizienz von mit endothelialen Progenitorzellen-
bindenden Antikörper-beschichteten Stents wird derzeit untersucht (21; 65). In 
diesem Zusammenhang ist bereits bekannt, dass bei Patienten nach durchgeführter 
perkutaner transluminaler Koronarangioplastie ein erhöhter Spiegel frei zirkulierender 
endothelialer Progenitorzellen mit einer erniedrigten Restenosierungsrate und einem 
besseren Outcome korreliert (58; 93). 
 
Das Wissen, dass Stamm- und Progenitorzellen verschiedenen Ursprungs in der 
Lage sind, Endothelzellschädigungen zu regenerieren, lässt weiter in Richtung 
Entwicklung einer Stammzell-basierenden Therapie denken. Dazu wird eine weitere 
Fokussierung auf die beteiligten Oberflächenmarker und Einwanderungssignale 
notwendig sein, um die relevanten Marker und Zytokine zu definieren, die ein 
Anheften im Zielgewebe ermöglichen. Weiterhin muss neben der Steuerung der 
Einwanderung der Progenitorzellen auch untersucht werden, in welcher Weise die 
Differenzierung der im Zielgewebe adhärenten Zellen zu funktionsfähigen Zellen des 
gewünschten Phänotyps beeinflusst werden kann.  
Diese Arbeit zeigt die potentielle Tragweite der Stammzellbiologie und der 
stammzellbasierenden Therapie. Statine werden hierbei möglicherweise weiter eine 









Die Atherosklerose stellt eine der Haupttodesursachen in den Industrienationen dar. 
Das früheste Stadium der Atherosklerose ist die endotheliale Dysfunktion, die u.a. 
durch eine Endothelschädigung charakterisiert ist. Bislang gibt es noch keine 
etablierte kausale Therapie für die Atherosklerose. Daher gilt es neue Konzepte für 
eine kausale Therapie zu finden. Ein möglicher Therapieansatz besteht in der 
Förderung von Reparaturvorgängen der geschädigten Endothelzellschicht zur 
Prävention der Atherosklerose. 
Ziel dieser Arbeit war, zu zeigen, dass ein Teil der statinvermittelten 
Vaskuloprotektion über endotheliale Progenitorzellen erreicht wird. Dazu wurde die 
Mobilisation, Proliferation und das Einwanderungspotential („Homing“) von 
endothelialen Progenitorzellen nach Statinbehandlung unter besonderer 
Berücksichtigung der Milz untersucht. 
Wir konnten zeigen, dass Rosuvastatin in der Lage ist, knochenmarkständige, adulte 
endotheliale Progenitorzellen (EPCs) ins periphere Blut zu mobilisieren. In einem 
Retransfusionsmodell konnten wir zeigen, dass die intravenöse Transfusion von 
fluoreszenzmarkierten endothelialen Progenitorzellen zu einer Reduktion der 
Neointimaformation nach stattgehabter Endothelzelldenudation führt. Dabei zeigte 
die Transfusion frisch isolierter milzstämmiger mononukleärer Zellen einen grösseren 
Effekt als die Transfusion von zuvor kultivierten EPCs. Neben einer deutlichen 
Reduktion der Neointima konnten auch gezielt in die Gefäßläsion eingewanderte 
endotheliale Progenitorzellen nachgewiesen werden. 
In weiteren Untersuchungen wurde die Rolle der Milz beim Einwanderungsprozess 
der endothelialen Progenitorzellen in ihre Zielorgane bestimmt. Dabei zeigte sich im 
Tiermodell, dass eine effiziente Einwanderung der endothelialen Progenitorzellen in 
die Region des geschädigten Endothels nur bei zuvor splenektomierten Tieren 
erfolgte. Daraus lässt sich folgern, dass die Milz als natürlicher Filter oder primäres 
Zielorgan für die ausgeschwemmten Stammzellen fungiert.  
Die Ergebnisse dieser und anderer publizierter Arbeiten zeigen die Bedeutung von 
endothelialen Progenitorzellen auf und stellen eine Grundlage für weitere 
Untersuchungen dar, die helfen sollen, die Rolle der endothelialen Progenitorzellen 
bei Reparaturvorgängen geschädigten Endothels und den möglichen therapeu-
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